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(54) Titre: KIT D'ENCAPSIDATION 
(57) Abstract 

The invention concerns a method for elaborating a cell line capable of producing in transient and/or stable manner recombinant 

retrov.ruses, of an order not less than 10* Ul/ml, and a kit for implementing said method. Said kit contains at least a non retroviral virus 
and a retrovirus. 

(57) Ahrege 

La presente invention conceme un precede pour PStablissement d'une lignee cellulaire apte a produire des r6trovirus recombinants 
de facun trans.toire et/ou stable, a un titre au moins 6gal a 10* Ul/ml, et un kit pour la mise en oeuvre du proced6. Ce demier contient au 
moms un virus non retroviral et un retrovirus. 
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KIT D'ENCAPSIDATION 

La presente invention concerne un precede pour 
I'etablissement de lignees cellulaires eucaryotes hautement productrices de 
particules retrovirales de maniere stable ou transitoire. Elle porte 
egalement sur une trousse permettant i'encapsidation retrovirale ainsi que 
sur une trousse pour I'etablissement d'une lignee productrice de retrovirus. 

La production de retrovirus recombinants et defectifs pour leur 
replication est une approche tres attractive dans I'etablissement de 
vecteurs pour la therapie genique. En effet, un des objectifs de cette 
approche therapeutique est la modification stable des cellules cibles. A cet 
effet, de nombreux vecteurs retroviraux ont ete developpes bases sur 
I'aptitude des virus a assurer une expression stable dans les cellules qu'ils 
infectent. Tous les systemes developpes jusqu'a present ont leurs 
avantages et leurs limites. II s'agit essentiellement des systemes 
retroviraux et des systemes adenoviraux. 

Les retrovirus qui presentent I'avantage d'une integration 
stable dans les cellules cibles, avantage tant pour la persistance de 
I'expression que pour la securite de I'utilisation, presentent des limites et 
des inconvenients : 

- le titre des particules infectieuses produites par les cellules 
d'empaquetage reste limite ; 

- par ailleurs, les retrovirus n'infectent pas les cellules quiescentes, 
ce qui limite leur expression a des cellules en division. En outre, on 
observe une efficacite mediocre du transfert de genes in vivo . 

Une des raisons evoquees en est une activation rapide du 
complement du serum entramant I'inactivation des particules virales. Cet 
inconvenient peut etre surmonte par la production retrovirale in situ par 
greffage des cellules productrices (Rollins, S.A. et al 1996, Human gene 
Therapy 7:619-626). La generation in situ de vecteurs retroviraux a 
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egalement ete effectuee par une infection transitoire des cellules cibles 
avec des vecteurs retroviraux avec un plasmide porteur des fonctions 
retrovirales ; par exemple, P. Noguiez-Hellin et al (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 1996, 93 : 41) ont decrit le transfert in situ de vecteurs retroviraux et 
des elements d'empaquetage par injection directe d'ADN plasmidique 
porteurs de sequences retrovirales defectives (plasmovirus). 

Les cellules cibles transferees par le plasmovirus se 
transforment en cellules productrices de retrovirus infectieux defectifs 
apres transfection par une cassette d'expression porteuse des sequences 
absentes du vecteur retroviral. Cette approche associe la simplicity 
d'utilisation des plasmides avec I'infectivite et Texpression a long terme des 
retrovirus tout en apportant un taux de propagation compatible avec 
['utilisation therapeutique. 

Cette approche, qui a I'avantage de permettre d'ameliorer 
I'efficacite du transfert de genes, necessite une mise au point longue et 
fastidieuse pour isoler les producteurs efficaces lorsque Ton cherche a 
optimiser un systeme de production au regard d'un transgene donne. Elle 
est done peu adaptee aux utilisations ponctuelles ou sur cellules primaires, 
en recherche comme en clinique. 

Des productions de retrovirus a haut titre peuvent etre 
obtenues a partir de lignees productrices stables (Davis J.L., 1997, Human 
Gene Therapy 8, 1459-67, 1997). Les cellules d'empaquetage, qui 
expriment de fagon stable les proteines de structure gag-pol et env, sont 
transferees par un plasmide porteur des vecteurs genomiques et 
selectionnees pour leur capacite de production de retrovirus. Neanmoins, 
les sous-clones presentent une grande variete dans les titres obtenus et 
leur selection requiert des mois de travail. Une methode alternative 
consiste a obtenir une production de particules retrovirales transitoires par 
transfection dans des cellules d'empaquetage, soit du vecteur directement, 
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soit des trois plasmides porteurs respectivement de gag-pol, env. et le 
genome viral. 

Les titres de production obtenus sont maigre tout trap faibles 
et differentes strategies ont ete developpees pour augmenter au moins 
^expression transitoire des genes. On peut citer : LANDAU, N.R., et al., 
1992, J. VIROL. 66, 5110-5113, et SONEOKA, Y. et al, 1995, N.A.R., 23, 
628-633. 

Une nouvelle approche a ete developpee recemment visant a 
introduire un grand nombre de copies des plasmides dans les cellules 
productrices. Les auteurs utilisent une chimere du virus Semliki Forest 
(SFV) (Li et al., 1998, PNAS, 95, 3650) du virus Herpes simplex (HSV) : 
(SAVARD et al., 1997, J.VIROL. 71, 4111) ou de ('adenovirus portant le 
gene gag-pol, env et/ou le vecteur. Neanmoins, la capacite a produire des 
retrovirus recombinants differe selon les systemes, selon leur toxicite 
respective vis-a-vis de la cellule productrice. 

Par ailleurs, il est bien connu que ('utilisation de vecteurs 
adenoviraux permet d'obtenir un taux eleve de transfert de genes dans 
differentes cellules cibles. Ces vecteurs sont limites par la duree de 
['expression du transgene du fait qu'ils ne s'integrent pas dans le genome 
de la cellule cible et done sont rapidement perdus dans les descendances 
des cellules transferees. Ms presentent en outre le risque de produire par 
recombinaison des adenovirus replicatifs. 

Feng et al (1997, Nature Biotechnology, 15: 866) ont 
recemment developpe un systeme de vecteur chimerique dans lequel les 
avantages des vecteurs adenoviraux et retroviraux sont combines pour 
I'obtention d'une transduction stable et d'une bonne productivity in vivo . 
Cela est realise par Tinduction de la formation de cellules productrices de 
retrovirus in situ par transfert d'un vecteur adeno-retroviral et des fonctions 
d'empaquetage retrovirales. 
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Cette approche visait a reaiiser des cellules cibles capables 
de produire des retrovirus in vivo , eux-memes capables d'infecter les 
cellules voisines. Neanmoins, aucun element quantitatif n'est donne en 
faveur d'une bonne productivity de particules retrovirales. 

La presente invention vise a fournir les outils a I'homme du 
metier qui souhaite obtenir une production rapide et a haut rendement de 
particules retrovirales porteuses d'un transgene d'interet et dans des 
conditions de securite satisfaisantes. 

La presente invention resulte du besoin des scientifiques 
d'optimiser rapidement la production des particules retrovirales porteuses 
d'un transgene, partant du fait que 1'expression stable d'un transgene dans 
les cellules cibles eta it de preference recherchee, expression qui passe par 
une integration dudit transgene dans la cellule hote, et done par ['utilisation 
de retrovirus recombinants. II fallait done associer differents moyens et 
proposer un protocole d'utilisation de ces moyens qui permette au 
scientifique t en recherche comme en clinique, de generer et de caracteriser 
rapidement le systeme producteur le mieux adapte au transgene d'une 
part, et aux cellules cibles d'autre part. 

Dans ('ensemble du texte qui suit, les termes utilises auront 
les definitions suivantes : 

TRANSGENE signifie toute sequence heterologue codant 
pour une proteine de structure ou une proteine enzymatique ou 
combinaison de genes dont 1'expression est recherchee dans une cellule 
cible pour quelque raison que ce soit. 

VIRUS ou PARTICULE VIRALE DEFECTIVE est un virus ou 
une particule virale incapable de replication autonome. 

TRANSFERT d'une sequence d'acide nucleique porteur de 
genes recombinants dans une cellule designe collectivement la transfection 
de ladite cellule pr un vecteur ou plasmide contenant des genes 
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recombinants ou I'infection de ladite cellule par un virus dont le genome 
contient ces memes genes recombinants. 

La presente invention porte sur un procede de production de 
retrovirus recombinants defectifs a haut titre par infection ou transfection in 
vivo de cellules cibles, par des virus ou des vecteurs viraux porteurs de 
sequences retrovirales, caracterise en ce que le ou les vecteurs viraux ou 
les virus sont d'origine adenoviral ou baculovirale. Elle porte egalement 
sur un procede pour I'etablissement d'une lignee cellulaire apte a produire 
des particules retrovirales a haut titre et dans des conditions de securite 
satisfaisante, apres infection ou transfection de ces cellules par un virus ou 
un plasmide porteur d'un vecteur retroviral desdites cellules. 

Le procede de invention permet, soit d'obtenir une lignee 
exprimant le vecteur retroviral transitoirement, ou de maniere stable sous la 
forme d'un clone ou d'une population cellulaire et permettant une 
expression transitoire des particules retrovirales. 

L'invention porte egalement sur une lignee cellulaire 
hepatique et sur son utilisation dans le procede de l'invention. 

La presente invention porte egalement sur une trousse pour 
I'obtention et la production de particules retrovirales porteuses d'un 
transgene et comprenant au moins : 

• un adenovirus porteur des fonctions retrovirales gag-pol 
sous la forme d'une ou plusieurs ampoules permettant plusieurs 
manipulations distinctes a des concentrations variables ; 

- un adenovirus porteur d'un gene env, presente sous la 
rneme forme ; le gene env peut etre d'origine diverse. II peut etre ecotrope, 
xenotrope ou amphotrope. II peut provenir par exemple du RD44 (virus de 
chat), du GaLV (virus de Gibbon) ou du VSV-G (virus de la stomatite 
vesiculate). II peut egalement etre issu de la proteine G du virus de la 
stomatite vesiculeuse (VSV-G) et sous le controle du promoteur CMV, ou 
d'un promoteur inductible. II peut etre issu enfm de Penveloppe des 
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retrovirus amphotrope n 10 A1 " ou tout type d'enveloppes ciblantes, 
chimeriques etc. 

- un plasmide portant le vecteur retroviral, c'est-a-dire les 
sequences regulatrices contenant les LTR, la region d'encapsidation, avec 
des sites multiples de clonage pour inserer le transgene. II peut contenir de 
plus, si necessaire : 

. une origine de replication de type SV40 et un marqueur de 
selection de type neomycine, blasticydine ou autre ; 

. un plasmide controle portant le vecteur retroviral contenant 
un gene rapporteur comme le gene LacZ pour verifier la qualite de la 
manipulation. 

Le rationnel des procedes et des kits de invention est le 

suivant : 

Les systemes de production classiques passent par la 
selection de lignees cellulaires exprimant de fa?on stable le vecteur et les 
fonctions d'encapsidation. Cette methode peut durer plusieurs mois, et 
necessite I'analyse de nombreux clones pour isoler les producteurs 
efficaces. Si elle permet I'obtention de surnageants de culture infectieux a 
un titre raisonnable (10 6 a 10 7 particules infectieuses par ml), elle restreint 
neanmoins I'etablissement de producteurs aux lignees cellulaires 
transformees. Elle est done peu adaptee aux utilisations ponctuelles ou sur 
des cellules primaires que ce soit en recherche ou en clinique. 

Un autre systeme de production utilise est la production en 
transitoire, qui est plus souple et plus rapide, en permettant des le 
lendemain de la transfection des cellules cibles avec les plasmides portant 
les fonctions d'encapsidation et le vecteur, de recueillir un surnageant. 
Mais cette approche permet d'atteindre des titres seulement de I'ordre de 
10 3 a 10 4 particules infectieuses par ml t exceptionnellement 10 5 . 

Les inventeurs ont done cherche a fournir un systeme 
permettant, d'une part de selectionner rapidement une lignee cellulaire 
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bonne productrice et, d'autre part, de produire des particules retrovirales 
defectives a haut titre porteuses du transgene et sans emergence de virus 
competent pour la replication, et ce : 

- soit en travaillant a partir d'une population cellulaire ou un 
clone exprimant le vecteur retroviral en transitoire ; 

- soit une population cellulaire ou un clone I'exprimant de 

facon stable. 

Le vecteur retroviral, porteur du transgene, des regions 
regulatrices du retrovirus et des fonctions d'encapsidation, peut etre 
introduit, soit par transfection des cellules par un plasmide porteur du 
vecteur, soit par infection par des particules retrovirales dont le genome est 
porteur des sequences equivalentes. 

L'expression transitoire est obtenue quasiment 
immediatement apres transfection du plasmide porteur du vecteur alors 
que l'expression stable est obtenue apres deux semaines au moins de 
culture en milieu selectif apres transfection du plasmide porteur du vecteur 
ou apres infection simple. 

La production de particules retrovirales par ces cellules ainsi 
transferees ou infectees est realisee en apportant les fonctions 
d'encapsidation retrovirale au moyen d'un virus recombinant non retroviral. 
A titre d'exemple de virus particulierement appropries a la mise en oeuvre 
du procede de I'invention, on peut citer les baculovirus ou les adenovirus. 
L'infection, bien plus performante que la transfection, permet de toucher 
I'ensemble des cellules avec un nombre eleve de copies introduit.es. Ce 
dernier point a ete jusqu'a present suspecte etre un facteur limitant dans 
les systemes de production transitoire. 

Pour des questions de securite, un mode de realisation 
prefere est de placer les fonctions d'encapsidation retrovirale gal-pol et env 
sur deux virus distincts. De la meme facon, pour augmenter encore la 
securite du systeme, il est preferable de limiter les risques de 
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recombinaison entre la fin de po! et le debut de env (regions 
chevauchantes chez Moloney-Murine Leukemia virus (MoMLV) avec 
emergence de virus "helper", les unites gag-pol, d'une part, et env, d'autre 
part proviennent de virus differents. A titre d'exemple, gag-pol peut etre 
issu de MoMLV alors que env peut provenir du virus de Gibbon (GaLV) ou 
du virus de chat (RD 114). Malgre une faible homologie de sequence, les 
virus chimeriques associant gag-pol, d'une part, et env, d'autre part, 
d'origines differentes restent parfaitement infectieux. 

Description detaillee de 1'invention : 

L'invention porte sur un precede de production de retrovirus 
recombinants porteurs de genes d'interet a un titre egal ou superieur a 
10 6 Ul/ml, comprenant : 

(a) selection d'une lignee cellulaire eucaryote susceptible a 
I'infection virale, 

(b) transfection par un vecteur porteur d'un gene d'interet 
sous le controle de sequences regulatrices retrovirales et porteur de la 
sequence d'encapsidation, et depourvue des genes de structure du 
retrovirus, ou infection par une particule retroviral dont le genome est 
porteur des memes sequences que ledit vecteur, 

(c) infection de ladite lignee par au moins un virus 
recombinant depourvu de sequence psi et apportant les sequences 
retrovirales gag-pol et env, gag-pol et env etant de preference issues de 
retrovirus differents, ou transfection par au moins un vecteur adenoviral 
porteur des memes sequences, 

(d) la culture de ces cellules dans un milieu approprie a la 
recolte des particules retrovirales porteuses du transgene. 

Dans ce procede, le ou les vecteurs viraux ou les virus sont 
de preference d'origine adenoviral ou baculovirale. 

Dans la presente invention, gag-pol peut notamment etre issu 
d'un lentivirus tel que le SIV (virus simien de I'immunodeficience). 
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Les sequences regulatrices et les sequences d'encapsidation 
retrovirales du plasmide ou dans le virus decrit en b) sont de preference 
issues de retrovirus murins, et de lentivirus caprins. felins ou primates. 

Le principe de base de I'invention est la constitution de 
vecteurs adenoviraux porteurs des sequences codant pour les fonctions 
retrovirales. Dans I'ensemble du texte, il est bien entendu que, a chaque 
fois qu'il sera question d'adenovirus, de vecteur adenoviral, il pourra etre 
• entendu de la meme facon les equivalents fonctionnels de ces virus ou de 
ces vecteurs. Plus particulierement, le baculovirus ou les vecteurs 
baculoviraux pourront etre utilises de la meme facon que les adenovirus. 

L'ensemble des fonctions retrovirales, associe a un 
transgene, est transfere dans la cellule cible, simultanement ou 
sequentiellement, en utilisant les systemes de transfection ou defection 
des vecteurs adenoviraux ou des adenovirus. 

Les genes accessoires des retrovirus, a savoir tat, rev, vif, 
vpr, vpt peuvent etre inclus ou exclus de la construction chimerique. 
L'exclusion ajoute a la securite virale du systeme. 

Les fonctions virales d'encapsidation gag-pol et env. peuvent 
etre portees par un seul vecteur adenoviral. 

Cela presente neanmoins I'inconvenient de diminuer la 
flexibilite du kit. En effet, si env est porte par un vecteur separe, il est 
possible de faire varier la nature du retrovirus produit par les cellules en 
faisant varier I'origine du gene env introduit, ce qui n'est pas le cas quand' 
les differentes fonctions sont portees par le meme vecteur. 

Aussi, un mode de realisation prefere est-il de faire porter les 
elements retroviraux par trois vecteurs viraux distincts : 

- le premier porteur des sequences regulatrices incluant le 
LTR, les sequences d'encapsidation ¥ ou un equivalent fonctionnel, et le 
transgene introduit de maniere appropriee au niveau des sites de 
restriction prevus a cet effet ; 
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- un vecteur viral porteur du gene gag-pol et un vecteur viral 
porteur du gene env. 

Par vecteur viral, on entend de preference un vecteur 
adenoviral ou un vecteur baculoviral, dont les structures et les 
performances sont bien documentees. Neanmoins, tout autre virus non 
integratif doit etre considere comme un equivalent fonctionnel d'un tel virus. 
L'homme du metier comprendra que tout virus capable d'infecter une 
cellule cible avec une multiplicity defections faible et capable d'exprimer 
les fonctions portees par son genome dans ladite cellule cible doit etre 
considere comme equivalent fonctionnel de ('adenovirus. Aussi, dans le 
texte ci-apres, on parlera de preference de vecteur adenoviral, ou 
d'adenovirus. 

Dans I'ensemble du texte, et afin d'alleger ce dernier, il est 
entendu que quand il sera question de vecteur adenoviral, il faudra 
comprendre tant le vecteur lui-meme administrable par transfection a la 
cellule cible que le virus contenant un genome porteur des memes 
sequences administrable par infection de la cellule cible. 

De la meme facon, par vecteur retroviral susceptible de 
transfecter la cellule cible. il faudra entendre tant le vecteur administrable 
par transfection que la particule virale dont le genome porte les memes 
sequences que le vecteur en question. 

Dans le procede ci-dessus, les etapes b) et c) peuvent etre 
simultanees ou successives. 

En effet, si Ton cherche a avoir un systeme de production de 
particules retrovirales transitoire, les trois vecteurs peuvent etre transferes 
simultanement (ou les trois virus infecter les cellules simultanement). Si le 
titre obtenu est plus faible que celui obtenu apres une expression stable. 
I'avantage est que la reponse sur le choix de la cellule cible est quasi- 
instantanee. 
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On peut egalement mettre au point un systeme d'expression 
stable par, dans un premier temps, transfection ou infection par le vecteur 
porteur du vecteur retroviral (etape (b)), puis, apres une quinzaine de jours, 
apres integration stable dans le genome dudit vecteur, la cellule cible peut 
etre infectee ou transferee par les adenovirus ou les vecteurs adenoviraux 
porteurs des genes de structure du retrovirus (etape (c)). Les etapes (b) et 
(c) du procede sont alors successives. 

Dans le procede de I'invention, les genes gag-pol et env sont 
sous le controle de promoteurs susceptibles d'etre actives dans la cellule 
cible. On pourra choisir par exemple le promoteur du CMV pour gag-pol, le 
promoteur EF1a pour env. L'homme du metier pourra selectionner tout 
promoteur connu pour son efficacite dans la transcription des sequences 
qu'il controle. 

Le transgene quant a lui sera sous le controle de sequences 
regulatrices retrovirales contenant les LTR, ou sous le controle d'un 
promoteur interne de type P.GK (Phospho glycerate kinase). 

L'invention porte egalement sur un procede pour etablir une 
lignee cellulaire eucaryote apte a produire des particules retrovirales a un 
titre superieur a 10 6 Ul par ml et comprenant les etapes de : 

(a) selection d'une lignee cellulaire eucaryote susceptible a 
I'infection virale ; 

(b) transfection par un vecteur retroviral porteur d'un 
transgene sous le controle de sequences regulatrices retrovirales et 
porteur de la sequence d'encapsidation, et depourvue des genes de 
structure du retrovirus, ou infection par une particule retroviral dont le 
genome est porteur des sequences equivalentes ; 

(c) infection de ladite lignee par au moins un virus 
recombinant depourvu de sequence d'encapsidation et porteur de 
sequences retrovirales gag-pol et env, gag-pol et env etant de preference 



WO 99/64568 



PCT/FR99/01353 



12 

issues de retrovirus differents, ou transfection par au moins un vecteur 
adenoviral porteur des memes sequences ; 

(d.) criblage des lignees productrices au titre recherche, sur 
la base du titre en retrovirus obtenu dans le surnageant cellulaire. 

Dans ce cas, le transgene present dans le vecteur retroviral 
sera de preference un gene rapporteur permettant de selectionner et de 
mesurer rapidement les lignees cellulaires produisant les retrovirus au titre 
souhaite. 

Comme pour le precede de production decrit ci-dessus, les 
etapes b) et c) peuvent etre simultanees ou successives selon que le 
precede utilise une expression transitoire ou une expression stable du 
vecteur retroviral dans les cellules cibles. Pour le criblage des lignees 
productrices, une expression transitoire sera recherchee. 

De la meme facon, afin d'eviter toute recombinaison 
homologue, les sequences portees par les adenovirus gag-pol, d'une part, 
et env, d'autre part, sont portees par deux adenovirus distincts et sont de 
preference d'origine retroviral differente. Pour mettre en oeuvre le 
precede de ('invention, I'etape prealable etait la constitution et 
caracterisation fonctionnelle des adenovirus porteurs de gag-pol, d'une 
part, et des adenovirus porteurs de env, d'autre part. La methodologie 
d'obtention de ces virus ou de ces vecteurs adenoviraux est exposee ci- 
apres dans les exemples. Des adenovirus recombinants particulierement 
avantageux selon I'invention sont ceux dans lesquels gag-pol est issu du 
MoMLV et env est issu du retrovirus GaLV (Gibbon Ape Lekemia virus). Le 
gene env du virus de chat RD114 est egalement un bon candidat pour 
obtenir une reconstitution virale a haut titre et sans generation de virus 
"helper". 

Un adenovirus ou vecteur adenoviral porteur de sequences 
retrovirales sont appeles adeno-retrovirus ou vecteur adenoretroviral. 
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Les adeno-retrovirus recombinants utilisables dans les 
precedes de I'invention seront toujours selectionnes par : 

- la titration des surnageants retroviraux obtenus apres 
infection des cellules productrices, et son optimisation en fonction de la 
multiplicite d'infections adenovirals ; 

- I'absence de retrovirus "helper" dans le surnageant de 

production. 

Toute combinaison gag-pol et env. sur un ou deux vecteurs 
adenoviraux, quelle que soit I'origine des genes retroviraux, qu'il y ait 
presence ou non d'une origine de replication du SV 40 ou d'un site de 
polyadenylation ou de tout autre site utilise de facon classique pour 
ameliorer les performances des vecteurs ou des virus recombinants seront 
toujours cribles au vu des deux parametres ci-dessus : titre et/ou absence 
de retrovirus helper. 

Dans les precedes de I'invention, toutes les cellules 
susceptibles a I'infection virale ou a la transfection peuvent etre des bons 
candidats pour utiliser le precede de production ou de criblage. 
Neanmoins, les capacites de production des cellules presentent une 
grande variabilite sans que I'origine de cette variabilite puisse etre 
determinee. Les cellules HeLA (ATCC n° CCL-2) et surtout les cellules 
hepatiques, dont un exemple est donne par les lignees d'hepato-carcinome 
HuH7 (NAKABAYASHI, H. et al., 1982, Cancer Research 42. 3858-3863) 
apparaissent etre des producteurs particulierement efficaces ; on peut 
egalement citer la lignee Ht 1080 CRL-8805 ; en revanche, un tres faible 
transfert de genes a ete detecte en utilisant les cellules A549 (ATCC 
n° CCL-185.1). 

L'invention porte egalement sur les lignees cellulaires 
hepatiques transferees ou transformees par un vecteur retroviral porteur 
des fonctions d'encapsidation et depourvu des genes de structures 
retroviraux. Ledit vecteur peut etre porteur d'un transgene dont I'expression 
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est recherchee dans une cellule cible, !e transgene etant soit un gene 
d'interet pour la therapie genique, soit un gene rapporteur pour des etudes, 
ou optimisation d'un procede. 

Dans le choix des cellules cibles, certaines lignees 
hepatiques apparaissent comme particulierement performantes. II s'agit 
des lignees HuH7 et Ht 1080 citees plus haut ou les lignees Hep 3B ou 
HEP G2, et dans lesquelles les vecteurs recombinants ont ete transferes. 

De maniere plus generate, les lignees embryonnaires sont de 
bons candidats dans les procedes et kits selon 1'invention. 

^utilisation de la lignee HuH7 dans les deux procedes decrits 
ci-dessus fait egalement partie de I'invention. 

^invention porte egalement sur une trousse pour la 
production de particules retrovirales porteuses d'un transgene et 
comprenant au moins : 

(a) un recipient contenant un adenovirus ou un plasmide 
adenoviral porteur d'un gene gag-pol ; 

(b) un ou plusieurs recipients contenant un adenovirus ou 
un plasmide adenoviral porteur d'un gene env ; 

(c) un ou plusieurs recipients contenant un plasmide 
porteur d'un vecteur retroviral, ou contenant un retrovirus defectif ou un 
virus non retroviral contenant au moins la sequence d'encapsidation, les 
sequences regulatrices, et des sites multiples de restriction permettant 
['insertion d'un transgene ; 

(d) le cas echeant, un recipient contenant un plasmide 
controle porteur d'un vecteur retroviral, contenant au moins un gene 
rapporteur. 

Dans la trousse selon I'invention les virus ou les plasmides en 
a), b), c) ou d) ci-dessus sont de preference sous forme congelee mais 
peuvent egalement etre sous forme lyophilisee. 
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La trousse etant destinee a mettre en oeuvre le procede 
decrit ci-dessus, ies differentes possibilites de construction decrites plus 
haut sont bien sur Ies modes preferes des plasmides ou des virus presents 
dans la trousse de I'invention, a savoir que gag-pol, d'une part, et env, 
d'autre part, sont issus de retrovirus differents. Par exemple, gag-pol est 
issu de MoMLV et sous le controle du promoteur cytomegalovirus alors que 
env est issu de GaLV et est sous le controle du promoteur de EF1ct. Les 
sequences regulatrices et les sequences d'encapsidation retrovirales du 
plasmide ou dans le virus decrit en c) sont de preference issues de 
retrovirus murins, et de lentivirus caprins, felins ou primates. 

Enfin, le plasmide en c) porteur du vecteur retroviral contient 
de preference un marqueurde selection. 

Une trousse similaire pour I'etablissement d'une lignee 
productrice de particules retrovirales fait egalement partie de I'invention. 
Elle comprend au moins : 

(a) un recipient contenant un adenovirus ou un plasmide 
adenoviral porteur d'un gene gag-pol ; 

(b) un ou plusieurs recipients contenant un adenovirus ou 
un plasmide adenoviral porteur d'un gene env ; 

(c) un ou plusieurs recipients contenant un plasmide 
porteur d'un vecteur retroviral, ou contenant un retrovirus defectif ou un 
virus non retroviral contenant au moins la sequence d'encapsidation, les 
sequences regulatrices, et un gene rapporteur. 

La souplesse d'utilisation des kits selon ('invention resulte 
entre autres du choix des cellules productrices. Toutes les cellules 
susceptibles a la transfection par les plasmides ou ('infection par les virus 
et plus particulierement par les adenovirus et par les baculovirus peuvent 
etre utilisees. 
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Plusieurs versions du kit peuvent etre disponibles selon le 
choix de I'enveloppe retroviral choisie par I'utilisateur : 

II pourra s'agir d'un kit amphotrope lorsque 1'adenovirus env 
corresponds a une enveloppe de I'amphotrope. II peut egalement s'agir 
d'un kit GaLV lorsque 1'adenovirus env codera pour I'enveloppe du 
retrovirus de Gibbon. II en est de meme pour I'enveloppe RD 114, ECO, 
XENO ainsi que 1'adenovirus codant pour I'enveloppe VSV-G. 

Plusieurs conditionnements peuvent etre proposes en 
fonction de la quantite des surnageants souhaitee : 

- un kit mini comprenant 1 a 5 10 9 pfu pour chaque 
adenovirus et permettant I'obtention de 50 ml de surnageants infectieux ; 

- un kit "maxi" contenant 1 a 5 10 10 pfu pour chaque 
adenovirus et permettant I'obtention de 500 ml de surnageants infectieux ; 

- un kit "mega" contenant 5 a 10 10 11 pfu pour chaque 
adenovirus et permettant I'obtention de 2 I de surnageants infectieux. 

L'utilisation des kits selon I'invention peut se faire de plusieurs 

manieres : 

1) II peut permettre de creer une population de cellules 
exprimant en stable le vecteur retroviral porteur du transgene. Le plasmide 
est alors transfecte de preference avec un marqueur de selection de type 
neomycine ou blasticydine. Au bout de deux semaines de culture en 
presence de la drogue, la population est constitute. Si le transgene code 
pour une proteine visualisable en cytometrie de flux, elle peut etre triee 
plus avant. 

Apres quoi, la lignee exprimant de fa<?on stable le vecteur 
retroviral sera infectee par les adenovirus d'encapsidation gag-pol, d'une 
part, et env, d'autre part, contenus dans les recipients en a) et b) ci-dessus. 
Le lendemain, le milieu de culture est change. II est recueilli, filtre et pret a 
etre utilise le jour d'apres et tous les jours pendant quatre jours. 
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2) Le vecteur retroviral est transfecte dans les cellules 
choisies au moment de la co-infection avec les adenovirus d'encapsidation. 
Le milieu de culture est change le lendemain et le surnageant est recueilli 
24 heures apres. Les cellules cibles qui presentent alors une expression 
transitoire permettent neanmoins tres rapidement de connaTtre les 
capacites de production de ces cellules. 

Les procedes et les kits de Tinvention sont avantageusement 
utilises dans les cas suivants : 

(a) production de vecteurs en temps limite et a faible cout : 
la flexibility du kit et la rapidite d'obtention des resultats en fait un outil de 
choix pour les scientifiques cherchant a produire des retrovirus 
recombinants ; 

(b) application au transfer! de genes ex vivo , par exemple 
dans des cellules hematopoTetiques. Les cellules souches 
hematopoTetiques du sang peripherique sont considerees comme des 
cibles importantes pour les approches de therapie genique liees au 
traitement des desordres hematologiques, incluant les maladies 
hereditaires. En particulier, cette approche est largement utilisee avec 
I'objectif de traiter par therapie genique les tumeurs ou les cancers, apres 
la mobilisation du systeme avec le GCSF. ^application du kit selon 
Tinvention au transfer! de genes dans les cellules souches 
hematopoTetiques de type CD34+ peut permettre de combiner les 
avantages de deux systemes de co-culture : 

- celui des cellules souches CD34+ sur un tapis de cellules 
stromales recreant un micro-environnement medulaire producteur de 
cytokines (Nolta, Chi.A. et al, Blood 86:101-1 10, 1995) ; 

- co-culture des cellules souches hematopoTetiques avec des 
cellules productrices de retrovirus realisee selon le procede de Tinvention 
et favorisant la transduction par contact direct cellule-cellule (Germeraad 
W.T., et al, Blood, 84:780-788, 1994). 
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En pratique, un stroma humain primaire sera cultive in vitro en 
respectant sa capacite a soutenir I'hematopoTese. II sera ensuite infecte 
avec les adenovirus portant les fonctions d'encapsidation et le vecteur pour 
le rendre producteur de particules retrovirales infectieuses. La transduction 
des CD34+ sera alors realisee par co-culture des cellules souches sur le 
tapis stromal genetiquement modifie, en ('absence de cytokines exogenes. 

Les materiels et methodes, protocoles et exemples ci-apres 
pourront, sans etre limitatifs, montrer la performance des procedes de 
['invention et des kits pour la selection de cellules hautement productrices 
de retrovirus recombinants. 

Leqendes des figures 

La Figure 1 represente le vecteur MoMLV gag-pol. 

La Figure 2 represente le gene env de GALV sous le controle 
du promoteur du facteur humain d'elongation EF1a. 

La Figure 3 represente le mCD2 insere dans le vecteur 
retroviral, sous le controle d'un LTR. 

La Figure 4 represente un Western Blot realise avec un 
anticorps anti-p30 sur des extraits cellulaires indiquant la synthese de la 
proteine gag-pol apres infection par ('adenovirus gag-pol. 

La Figure 5 represente le Western Blot obtenu avec un 
anticorps anti-gp70 exprimant la synthese de la proteine d'enveloppe apres 
infection par 1'adenovirus env. 

La Figure 6 represente les profits obtenus en cytometrie de 
flux des cellules exprimant le mCD2 en fonction de la multiplicite 
defection. Des surnageants de culture de cellules Te-FLY-GALV infectees 
par AdmCD2 ont ete utilises pour transduire mCD2 dans les cellules 
Te671. 

La Figure 7 represente les profits en cytometrie de flux 
obtenus apres infection de differents types de lignees cellulaires, soit deux 
jours apres I'infection (Figure 7A), soit 21 jours apres Tinfection (Figure 7B). 
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Materiels et Methodes 

Constructions adenovirals portant les sequences retrovirales 
Les fonctions d'encapsidation gag-pol et env. le marqueur 
defection adenovirale et le vecteur retroviral ont ete clones 
independamment les uns des autres. entre deux sites de restriction 
uniques. Les differentes cassettes peuvent done etre sorties facilement des 
plasmides intermediates pour etre ensuite inserees dans les plasmides 
navettes definitifs. 

Line cassette d'expression pour la chalne a du recepteur a 
I'interleukine 2 sera associee a la cassette gag-pol (il s'agit de la chame 
courte du recepteur membranaire qui n'est pas capable de declencher, 
seule, une reponse intracellular apres fixation de l'IL2). Elle permettra de 
suivre I'infection adenovirale. 

Construction des cassettes d'expression gag-pol 
En fait, trois unites differentes ont ete construites, pour pallier 
a d'eventuelles interferences entre les epissages differenciels 
adenovirus/retrovirus. Toutes sont depourvues du signal d'encapsidation y. 
Deux d'entre elles sont egalement depourvues du site donneur d'epissage 
(scT). avec deletion ou non du site accepteur (sa' et sa*) situe a la fin de 
pol. 

Lignees cellulaires utilisees 

Les lignees cellulaires A549, HuH7, HeLa, HT1080, 293, ont 
deja ete decrites et font I'objet de depot a I'ATCC. Les cellules Te671 et 
leurs clones derives transcomplementants ont ete decrits dans COSSET, 
F.L., et al., 1995 J. Virol., 69, 7430-7436, Brievement, TeLFBASAF 
exprime de maniere stable les proteines d'enveloppe amphotrope et le 
vecteur retroviral LacZ. TeLCeB6 exprime de maniere stable tant les 
proteines gag-pol de Mo-MLV que le vecteur LacZ. TeLacZ exprime 
uniquement le vecteur retroviral LacZ. TeFLY-GALV exprime le gene gag- 
pol de Mo-MLV et la proteine d'enveloppe GALV. Finalement, les lignees 
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cellulaires TG18 produisent des particuies retrovirales du pseudo type 
GALV codant pour la proteine nucleaire LacZ. Toutes ces cellules sont 
mises en culture dans du milieu de DMEM, Sigma (milieu Eagle modifie par 
Dulbecco) supplements en 10% de serum de veau foetal. Les cellules 
Vero sont cultivees dans du milieu RPMI 1640 (Gibco BRL) supplements 
avec 5 % de serum de veau foetal. 
Les plasmides 

Le plasmide navette de base pAd-Swal est derive du vecteur 
adenoviral pAd-Bglll, et est constitue de IMTR en 5' et des sequences 
d'encapsidation (1-400 pb) suivies par la region 9-16 mu de Tadenovirus 
humain type 5. Le polylinker Notl-EcoRV extrait du vecteur pAd-CMVIink a 
ete insere a la place du site Bglll. Finalement, un site de restriction Swal a 
ete introduit en amont de HTR en 5'. Le plasmide peut ainsi etre linearise 
par Swal ou Nhel. 

La cassette depression gag-pol a ete dans un premier 
temps sous-clonee dans le plasmide Bluescript BS-KS+ II (Stratagene) 
pour donner le plasmide pBGP. La region Not\-EcoR\ du plasmide hCMV- 
intron gag-pol, incluant le promoteur, le gene retroviral et le gene de 
resistance a I'antibiotique blasticidin bsr (Cosset et al, 1995) a ete insere 
dans les sites correspondants de BS (plasmide pBGP-bsr). Le signal de 
polyadenylation de SV40 a ete amplifie par PCR a partir du plasmide 
hCMV-intron gag-pol en utilisant les amorces suivantes : 

5'-GGATCGATCTAGAGATCATAATCAGCC et 

3'-GGG AATTCG ATCCAG ACATG ATAAG , 
dans le but d'introduire les sites de restriction C/al et EcoRL Un fragment 
pol de 472 pb a ete obtenu par PCR avec le plasmide precedent comme 
matrice et en utilisant les amorces suivantes : 

S'-GGATTCCGAGCCCGCAACACG (precedant le site accepteur de 
d'epissage) et 3-ATCGATTAGGGGGCCTCGCGGG, conferant un site C/al 
en aval du codon stop de pol. Ce fragment a ete digere avec Sfi\ et C/al, 
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alors que le signal de polyadenylation de SV40 a ete digere avec C/al et 
EcoR\. lis ont ete inseres par une ligation des deux fragments de PCR 
dans le plasmide pBGP-bsr, digere par Sfi\-EcoR\, a la place du gene bsr. 
Cette unite gag-pol de 6,4 kb a finalement ete extraite de pBGP avec Not\ 
et EcoRI, modifiee par I'ADN I polymerase de Klenow et inseree dans le 
plasmide BamH\, digere avec pAd-Swal en utilisant des linkers Bc/I. 

Le promoteur humain EF1a inclut le premier exon non codant, 
un intron et la partie 5' du deuxieme exon coupe en aval du site ATG. Le 
promoteur a ete extrait avec Hind\\\ et Xbal du plasmide pKREFhu', et clone 
dans les sites correspondants du plasmide pSP72 (PROMEGA). Le signal 
de polyadenylation decrit ci-dessus a ete insere aux sites Xbal et EcoR\. 

Le plasmide pEGA exprimant le gene env de GALV a ete 
digere avec Sacll, traite a la polymerase de Klenow et ligue avec des 
linkers Xbal. Le gene de 2,1 kb a ensuite ete extrait avec Xbal et insere 
entre le promoteur HuEFIa et le signal de polyadenylation de SV40 pour 
donner le plasmide pCE. Cette unite de 4 kb a ete finalement extraite avec 
Hind\\\ et C/al, traitee a la polymerase de Klenow et inseree dans le 
plasmide pAd-Swal digere par BamH\ en utilisant les linkers Bc/I. 

Les vecteurs retroviraux MFG contenant le CD2 murin ont 
deja ete decrits (DRANOFF, G., et al., 1993, P.N.A.S., 90, 3539-3543). Le 
vecteur de 4 kb a ete extrait par Sspl et insere dans le plasmide pAd-Swal 
digere par BamHl en utilisant les linkers Bc/I. 

Construction des adenovirus recombinants 
Les adenovirus recombinants deletes E1/E3 ont ete realises 
en utilisant le mutant adenoviral dl327 contenant une deletion complete de 
la region E3. En bref, 10 ug de plasmide navette ont ete linearises avec, 
soit Swal ou Nhel et co-transfectes dans les cellules 293 avec 2 ug dADN. 
de dl327 digere par C/al. Chaque adenovirus recombinant a ensuite ete 
purifie par quatre cycles de purification en plaques et confirme par des 
tests de production fonctionnels tels que decrits ci-dessous. Des virus 
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competents pour la replication sont finalement propages sur des 
cellules 293 et purifies deux fois par centrifugation en gradient de chlorure 
de cesium. La concentration des particules virales par ml a ete determinee 
par spectrophotometrie. Les stocks d'adenovirus ont ete titres en plaques 
en infectant des cellules 293 avec des dilutions en serie dans du milieu 
DMEM supplements avec 2 % de serum de veau pendant deux heures. 
Les milieux sont ensuite elimines avant le recouvrement par les virus. Le 
nombre d'unites formant plaques par ml (pfu/ml) a ete compte six jours plus 
tard. 

Mesures de la production de retrovirus 

Les tests de production de particules retrovirales sont realises 
par infection des cellules de pre-packaging par les adenovirus 
recombinants. Les cellules TeLCeB6, qui expriment en stable le vecteur 
NLS LacZ et la region gag-pol, sont infectees par I'adenovirus recombinant 
portant I'enveloppe et le vecteur retroviral. De la meme fatpon, les cellules 
TeLFBASF, qui expriment en stable le vecteur NLS LacZ et I'enveloppe 
amphotrope, sont infectees par les adenovirus portant la region gag-pol. 

Ces cellules de pre-packaging sont ensemencees a 4.10 5 
cellules par puits dans des plaques a 6 puits. Le lendemain, elles sont 
infectees par les adenovirus recombinants a differentes multipliers 
d'infection (MOI) pendant deux heures dans 1 ml de milieu DMEM 
contenant 2 % de serum de veau foetal. Les cellules sont ensuite lavees 
une fois avec du PBS, et laissees dans 2 ml de DMEM contenant 10 % de 
serum de veau foetal pendant 24 heures supplementaires. Les cellules 
sont changees pour la nuit. Finalement, deux jours apres Tinfection avec 
les adenovirus, les surnageants de culture sont recoltes, filtres a 0,45 pm 
et analyses pour la presence de particules retrovirales infectieuses. Les 
cellules productrices sont analysees quant a leur production de proteines 
gag, env ou CD2. Dans un autre mode de realisation, les cellules infectees 



WO 99/64568 



PCT/FR99/01353 



23 

peuvent etre maintenues en culture pour des essais de production 
retrovirale a long terme. 

Titration des vecteurs codant pour NIsLacZ 

Pour le titrage des particules retrovirales codant pour 
NIsLacZ, des cellules Te671 ont ete ensemencees a 5x10 4 cellules par 
puits dans des plaques a 24 puits la veille de la transduction. Elles sont 
incubees pendant quatre heures avec des dilutions en serie des 
surnageants infectieux contenant 8 pg de Polybrene par ml. Apres 
changement du milieu de culture, les cellules sont laissees pendant deux 
jours. Elles sont ensuite fixees avec 2 % de glutaraldehyde et colorees 
avec 5 mM K 4 (Fe(CN) 6 )-5 mM K 4 (Fe(CN) 6 )-2 mM MgCi 2 -1 mg/ml de X-gal 
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside) (Promega) pendant 
6 heures. Le nombre des colonies positives est compte en unites 
internationales par ml (lU/ml). 

Cytometrie de flux 

Les cellules productrices infectees avec des adenovirus 
recombinants porteurs du MFGmCD2 sont recoltees dans du PBS, 2 mM 
EDTA et incubees avec 1 pg/10 6 cellules avec un anticorps monoclonal 
purifie de rat contre le CD2 de souris (Cliniscience) pendant 1 heure, a 
4°C. Les cellules sont ensuite incubees avec 1 pg/10 6 cellules de fragment 
F(ab')2 purifie conjugue au FITC et dirige contre les IgG de rat 
(Bioatlantique, France) pendant 1 heure, a 4 °C. Apres le dernier lavage en 
PBS, elles sont colorees avec 20 pg/ml de iodure de propidium (PI), pour 
discriminer la population viable (PI negative) des cellules mortes (PI 
positive) conduisant a la reduction du bruit de fond de fluorescence non 
specifique. Le marquage au FITC de 10 4 cellules viables est analysee par 
cytometrie de flux. 

Western blotting 

Des lysats cellulaires sont prepares dans un tampon de lyse 
(20 mM Tris-HCI pH 7.6, 1 %, Triton X100, sodium dodecyl sulfate 0,5 %, 
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sodium deoxycholate 0,5%, 150mM NaCI, 1 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride, 1X d'un cocktail inhibiteur de proteases (Boehringer Mannheim). 
Apres une separation en electrophorese de gel de polyacrylamide en 
sodium dodecyl sulfate 10 % et transfert sur des membranes de nitro- 
5 cellulose Hybond (Amersham), I'immunoblott a ete realise en utilisant un 

anticorps monoclonal anti-p30 (?) ou un anticorps monoclonal anti-gp70 
amphotrope. Des anti-anticorps de chevre marques a la peroxidase ont ete 
utilises pour I'immuno-detection en chimio-Iuminescence. 
Exemples de realisation 

10 Exemple 1 

Caracterisation fonctionnelle des adenovirus porteurs de 
gag-pol (Ad gag-pol) 

(a) Obtention des adenovirus recombinants 

Pour eviter une eventuelle interference entre les deux 

is systemes d'epissage viraux contraire a la production des adenovirus 

recombinants, deux cassettes d'expression gag-pol ont ete construites. La 
premiere porte la sequence nucleique sauvage de Moloney MLV (gag-pol 
SA+), et la deuxieme porte une sequence modifiee au niveau du site 
accepteur d'epissage present a la fin de pol mais respectant le cadre de 

20 . lecture normal (gag-pol SA-). Le gene gag-pol de Mo-MLV. est place sous 
le controle du promoteur precoce du cytomegalovirus (CMV). Cet 
ensemble est insere au site de la region E1 du genome adenoviral, 
conduisant a des virus defectifs pour sa replication. Plusieurs clones 
adenoviraux ont ete obtenus apres co-transfection des cellules 293 (E1+) 

25 avec les plasmides navettes et le genome Ad327 tronque de la partie 

5 f ITR. Huit d'entre eux ont ete testes dans les essais de production 
retrovirale, apres infection des cellules trans-complementantes TeL- 
FBASAF, qui expriment en stable Penveloppe amphotrope et le vecteur 
NIsLacZ. Tous etaient positifs. Le clone 3 (Adgag-pol SA+) et le clone 6 

30 (Adgag-pol SA-) ont ete purifies par quatre plaquings successifs sur les 
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cellules 293. ^amplification finale sur 20 boTtes de culture de 150 mm a 
permis I'obtention de deux stocks d'adenovirus titrant indifferemment a 
5,0 10 10 pfu/ml. La presence du site accepteur d'epissage sauvage n'a 
done finalement pas d'effet negatif sur la production adenoviral. Les virus 
seront designes par la suite sous la forme generique Adgag-pol. 
(b) Production des particules retrovirales 
Les tests de production de particules retrovirales apres 
infection par Adgag-pol ont ete analyses en infectant des cellules trans- 
complementantes TelBASAF, derivees des Te671 et exprimant en stable 
I'enveloppe amphotrope et le vecteur LacZ. Les conditions optimales de 
production retrovirale ont ete determinees par infection des cellules 
TeLBASAF avec des quantites croissantes d'Adgag-pol. Deux jours apres 
('infection, les niveaux d'expression de gag-pol ont ete analyses par 
Western Blot en utilisant un anticorps dirige contre la proteine de capside 
p30. L'anticorps permet egalement Timmuno-detection du precurseur non 
dive de gag Pr65 ou des polypeptides partiellement digeres. Les niveaux 
de la synthese de Pr65 dans les cellules infectees par Adgag-pol sont au 
moins egaux a ceux detectes dans les cellules d'empaquetage stable FLY- 
GALV, cellules derivees des Te671 exprimant gag-pol et Tenveloppe du 
Gibbon ape leukemia virus GALV (Porter CD, CM., Tailor CS, Parkar MH, 
Cosset FL, Weiss RA, Takeuchi Y., Hum. Gene Ther. 7, 913-919 (1996)). 
La synthese de la Pr65 augmente avec la m.o.i. lorsqu'on travaille avec de 
faibles quantites d'adenovirus (m.o.i. de 5 a 10). Cette observation peut 
s'expliquer par un nombre croissant de cellules reellement transduites. La 
figure 4 represente le Western Blot realise avec un anticorps anti-p30 sur 
les extraits cellulaires (10 5 cellules par piste). La piste (+) est un controle 
positif TeFLY-GALV. La piste (-) est un controle negatif TeL-FBASAF non 
infectees. Les pistes 5 a 50 indiquent le resultat obtenu avec TeL-FBASAF 
infectees avec m.o.i. croissantes en Ad gag-pol. 
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Par centre, la quantite de Pr65 produite reste stable pour des 
m.o.i. variant jusqu'a 250. Ce resultat, independant de Peffet cytopathique 
observe pour les rn.o.i. plus fortes, est plus inattendu. 

La production des retrovirus par les TelFBASAF infectees par 
I'Ad gag-pol a ete analysee par titration des surnageants de culture selon la 
technique decrite ci-dessus dans Materiels et Methodes. 

Le titre obtenu est approximativement de 10 6 Ifu/ml, pour des 
m.o.i. variant de 10 a 500 en adenovirus (tableau 1 ci-dessous). II est 
maximal les deuxieme et troisieme jours apres infection des producteurs 
(colonnes J2 et J3) quelle que soit la quantite d'Adgag-pol utilisee. II 
decroTt a partir du quatrieme jour (colonne J4) t meme aux m.o.i. les plus 
faibles pour lesquelles un effet cytopathique n'est pas observe. 



Tableau 1 : Production de particules retrovirales avec 
I'adenovirus Ad gag-pol 



m.o.i. en 


Titre 


Titre 


Titre 


Titre 


Adenovirus 


J1 p.i. 


J2 p.i. 


J3 p.i. 


J4 p.i. 


Adgag-pol 










ADN 


1,7 10 3 


9,0 10 2 


5,2 10 2 


3,6 10 2 


10 


4,3 10 5 


7,5 10 5 


2,1 10 6 


8,6 10 s 


50 


1,4 10 6 


2,0 10 6 


2,0 10 6 


3,1 10 5 


100 


1,2 10 6 


2,0 10 6 


1,0 10 6 


4,6 10 s 


250 


1,4 10 6 


1,2 10 6 


9.0 10 5 


inf 10 4 


500 


1,3 10 6 


1,1 10 6 


7,7 10 s 


inf 10 4 



On observe egalement une saturation de la production de 
particules retrovirales a partir de la m.o.i. 50. Est-elle due a la saturation de 
la synthese des proteines gag remarquee en Western Blot, ou le systeme 
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TeL-FBASAF est-il lui-meme limitant ? Quel que soit le facteur responsable 
de ia saturation, cette methode de production transitoire augmente le titre 
des surnageants infectieux d'un facteur 100 a 1000 par rapport a la simple 
transfection du plasmide portant la cassette d'expression de gag-pol dans 
les cellules complementaires (ligne DNA). 

La recherche de retrovirus competents pour la replication sur 
les surnageants TeL-FBASAF infectees n'a montre aucun evenement de 
recombinaison entre la cassette gag-pol et I'enveloppe integree dans le 
genome cellulaire (travaux realises par F.L. Cossett, Lyon). Les tests ont 
pourtant ete faits dans les conditions les plus favorables a I'emergence de 
virus helper : grand nombre de copies gag-pol presentes dans les cellules, 
et utilisation de I'enveloppe amphotrope de MLV dont la sequence 
nucleique chevauche avec celle de pol. De meme, aucune encapsidation 
non specifique de IARN gag-pol n'a pu etre mise en evidence dans les 
surnageants de culture. Le systeme de production est done efficace, rapide 
et sur. 

Exemple 2 

Caracterisation fonctionnelle des adenovirus portant la 

fonction env 

1 - Obtention et purification des adenovirus recombinants 
Le gene codant pour I'enveloppe de GALV (fragment Sacll- 
Xbal Sacll-Xbal) a ete clone entre le promoteur du facteur d'elongation 
humain EF1a (issu du plasmide pKREFhu (reference)) (Fig. 2). La 
production d'adenovirus recombinants permet d'obtenir des titres de I'ordre 
2x10 11 pfu/ml. 

La generation d'adenovirus portant la cassette d'expression 
de I'enveloppe GALV et le vecteur VL30-mCD2 s'etant averee delicate, les 
deux fonctions ont ete placees sur des vecteurs adenoviraux distincts. 

Pour construire le vecteur porteur de mCD2 et represente sur 
la figure 3, la region psi/SD+/SA+ du vecteur MFG-mCD2 a ete remplacee 
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par la region d'encapsidation et dimerisation de retro-transposons virus-like 
VL30 (fragment Xbal-BamHA, issu du plasmide pC06-HX (figure 3)). 

2. Production de particules retrovirales 

Des stocks d'adenovirus titrant a 2,0 10 11 pfu/ml ont ete 

obtenus. 

L'analyse de I'adenovirus Ad GALVenv est analogue a celle 
faite sur I'adenovirus Ad gag-pol. Les cellules complementantes sont les 
TeLCeb6, derivees des Te671 exprimant en stable gag-pol de MoMLV et le 
vecteur MFG-LacZ (Cosset F.L. et al. J. Virol. 1995. 69:7430-7436). 

La synthese de I'enveloppe a ete etudiee par Western Blot et 
le resultat represente sur la figure 5 qui represente le Western Blot realise 
avec un anticorps anti-gp70 amphotrope sur des extraits cellulaires (10 5 
cellules par piste). Dans la Figure 5A, la piste (+) est un controle positif 
TeFLY-GALV. La piste (-) est TeL-Ceb6 non infectees. Les pistes 5 a 1000 
sont TeL-Ceb6 infectees avec des m.o.i. croissantes en Ad GALVenv. La 
Figure 5B represente I'agrandissement des pistes 250 et 500, exposition 
du film reduite. 

Un anticorps dirige contre la partie N-terminale de I'enveloppe 
amphotrope (sous-unite SU) a ete utilise puisqu'aucun anticorps dirige 
contre le pseudotype GALV n'est disponible. Cette etude n'est pas 
optimale, car la reaction croisee avec I'antigene de singe est assez faible. 
C'est pourquoi la proteine n'est pas detectee dans un extrait cellulaire de 
producteurs stables FLY GALV (figure 5A). Par contre, le Western Blot 
montre une synthese forte et croissante de la proteine d'enveloppe dans 
les cellules infectees par I'adenovirus Ad GALVenv. Malgre son intensite 
inattendue, le signal observe est specifique de la pg70. II n'est pas du a 
une reaction croisee de I'anticorps avec une proteine adenoviral apportee 
par I'infection. puisqu'il n'est pas retrouve avec des extraits cellulaires de 
TeLCeb6 infectees par un adenovirus controle CMV-LacZ. Les deux 
bandes rapprochees observees par Western Blot pourraient correspondre 
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au peptide precurseur Pr85 et a la forme mature gp70 (figure 5B). Ceci 
plaide en faveur d'un adressage correct de I'enveloppe a la surface de 
membranes plasmique, puisque le clivage SU/TM sense liberer le domaine 
de fusion est necessaire a la translocation du polypeptide (Zhu N.L. et al, 
J. Virol. 1998, 72:1632-1639). 

L'analyse de la production retrovirale montre une saturation 
du systeme TeLCeb6. Le titre maximal en particules LacZ infectieuses est 
obtenu pour les faibles m.o.i. en Ad GALVenv (tableau 2 ci-dessous). 

Tableau 2 : Production de particules retrovirales avec 
I'adenovirus Ad GALVenv 



m.o.i. en Adenovirus 


Titre en lU/ml 


Ad GALVenv 


(deux jours post-infection) 


ADN 


4,0 10* 


10 


4,7 10 6 


25 


5,0 10 6 


50 


3,4 10 6 


100 


1,0 10 6 


250 


9,0 10 5 


Plasmide 


4 10 4 


TG18 


4,6 10 6 



Alors que la transfection des cellules TeLCeb6 avec un 
plasmide codant pour I'enveloppe de GALV donne des surnageants titrant 
a 4 x 10 4 lU/ml, des titres de 4 a 5 10 6 lU/ml ont ete obtenus deux jours 
apres I'infection adenoviral avec des m.o.i. entre 10 et 50. Un tel systeme 
transitoire permet d'obtenir une production retrovirale equivalente a la 
lignee stable productrice TG18. 

Pour des m.o.i. superieures, les titres decroissent en 
proportion d'un effet cytopathique, qui peut etre sans doute correle a 
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I'expression de proteine adenoviral precoce et tardive detectee par 
immunocytochimie. 

La encore, aucun retrovirus competent pour la replication n'a 
pu etre detecte par les tests LacZ. 
Exemple 3 

Production de particules retrovirales par co-infection 
avec les adenovirus gag-pol et env 

Les conditions optimales de production ont ete determinees 
en infectant les cellules TeLacZ trans-complementantes, derivant de Te671 
et exprimant de facon stable le vecteur retroviral (COSSET, F.L., et al., 
1995, 69, 7430-7436). Deux jours apres I'infection des cellules TeLacZ, 
des titres superieurs a 10 6 lU/ml ont ete obtenus quand les deux m.o.i. se 
situent entre 50 et 100. Bien qu'il n'y ait pas de correlation evidente entre la 
production de retrovirus et les rapports entre les deux adenovirus Aggag- 
pol; et Ad env, I'analyse de la production de retrovirus au cours du temps a 
ete realisee avec des m.o.i. egales pour les deux virus. 

Le tableau 3 ci-dessous indique la production de retrovirus en 
fonction de la multiplicity defection des deux adenovirus Adgag-pol et Ad 
env. 



Tableau 3 : retrovirus les 2eme, 3eme et 4eme jours apres 
I'infection adenovirale 



m.o.i. 


Titres retroviraux (lU/ml) les jours suivants 


AdGALVenv et 


I'infection adenovirale 


Adag-pol 










2 


3 


4 


5/5 


4,8 x 10 5 


1,1 x 10 5 


1,6 x 10 4 


10/10 


9,6 x 10 s 


7.9 x 10 5 


1,0 x 10 s 


50/50 


3,2 x 10 6 


2,3 x 10 6 


6.4 x 10 s 


100/100 


1.3 x 10 6 


9,5 x 10 5 


1,4 x 10 5 
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TG18 


2.2 x 10 5 


2,9 x 10 6 


3,0 x 10 6 



Les titres retroviraux diminuent au cours du temps, et ceci 
independamment des m.o.i. des adenoviraux et en I'absence des faits 
cytopathiques. Neanmoins, I'infection de cellules productrices avec des 
m.o.i. de 50 conduit a des titres de 2 x 1 0 6 lU/ml pendant deux jours. 

Aucun retrovirus competent pour la replication n'a pu etre 
detecte dans les surnageants de cultures cellulaires recoltees deux et trois 
jours apres I'infection. 

Exemple 4 

Caracterisation fonctionnelle de I'adenovirus Ad-MCD2 

1 . Obtention des adenovirus recombinants Ad 
VL30mCD2 et Ad MFG-mCD2 represents dans la Figure 3 

Un vecteur retroviral MFG codant pour Tantigene de surface 
CD2 murin a ete decrit (Champsex et al, 1996 ...). Le vecteur a done ete 
insere dans le genome adenoviral delete de la region E1, et des stocks de 
virus Ad MFG-mCD2 a ete amplifie, titrant a 2 10 10 pfu/ml. 

2. Production de particules retrovirales avec Ad MFG- 

mCD2 

Les Te-FLYA ont ete infectees avec des m.o.i. croissantes en 
Ad MFG-mCD2 purifie. Des la m.o.i. de 5, la population est globale mCD2 
positive (Figure 6A) contrairement a ce qu'indique les clones producteurs 
controle (Figure 6B). Elle devient plus homogene avec des charges plus 
elevees en adenovirus, mais les cellules presentent un effet cytopathique 
precoce pour des m.o.i. superieures a 50. 

L'analyse des cibles montre une transduction de 3 a 9 % des 
cellules, (Tableau 4 ci-dessous). Le controle des FLYA transferees avec le 
plasmide portant le vecteur ne donne pas de transduction decelable. 
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Tableau 4 : Production retroviral par les Te-FLYA infectees 
avec I'Ad MFG-mCD2 



m.o.i. en Adenovirus 
Ad MFG-mCD2 


% de Cellules Cibles 
mCD2+ 


Effet cytopathique 
(deux jours 
post-infection) 


DNA 


0.03 




5 


3.5 




10 


5.4 




25 


7.3 




50 


8.1 


+ 


100 


9.7 


++ 


250 


N.D. 


+++ 



De fagon surprenante, alors que les clones producteurs 
infectes a des m.o.i. jusqu'a 50 expriment des niveaux eleves de mCD2, 
les cellules transduites n'excedent pas 10 % de la population totale. 
Cependant, une augmentation de la multiplicity defection des adenovirus 
conduit a une transduction plus efficace allant jusqu'a 24 % des cellules 
positives. En revanche, aucun transfer! de genes mCD2 n'a pu etre detecte 
avec les cellules productrices TeFLY-GALV transfectees. 

Exemple 5 

Production de particules retrovirales avec Ad gag-pol, Ad 
GALVenv et Ad mCD2 

Les Te671 ont ete infectees avec les trois adenovirus 
simultanement, avec des m.o.i. de 10 ou 50 pour les fonctions de 
packaging, et des m.o.i. de 10, 25 et 50 pour le vecteur. On retrouve des 
niveaux de transduction de 8-10% comparables a ceux obtenus sur les 
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producteurs stables Te-FLYGALV (Tableau 5, les deux dernieres lignes) ou 
Te-FLYA (Tableau 4) infectes avec ('adenovirus Ad MFGmCD2 seul. 



Tableau 5 : Production retroviral par le Te671 infectees les 
trois adenovirus 



m.o.i. en Ad gag-pol 


m.o.i. en 


% de Cellules cibles 


et Ad GALVenv 


Ad MFG-mCD2 


mCD2+ 


10/10 


10 


8 


10/10 


50 


4,4 


25/25 


10 


8,7 


25/25 


50 


8,9 


50/50 


10 


8,2 


. 50/50 


50 


10,6 




10 


3,5 




50 


9,4 



L'analyse en cytometrie de flux des Te671 cibles maintenues 
en culture dix jours apres I'infection retrovirale montre une expression 
constante de mCD2 (donnees non presentees). La population cellulaire 
garde 10-1 1 % de cibles exprimant le transgene. Ce resultat indique que le 
transfer! du gene est stable, et n'est pas le fait d'une contamination des 
surnageants retroviraux par les adenovirus Ad MFGmCD2. 

Exemple 6 

Screening des lignees cellulaires combinant la 
permissivite a I'infection adenovirale et des hauts titres de production 
retrovirale 

La production retrovirale in vitro a ete analysee par Tinfection 
simultanee des cellules avec les trois adenovirus recombinants. Afin de 
comparer cette production a celle obtenue avec les cellules TeFLY-GALV. 
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infectees par AdmCD2, dans le meme contexte cellulaire, les cellules 
Te671 ont d'abord ete infectees avec des m.o.i. croissantes de Adgag-pol, 
AdGALV env et AdmCD2. Deux jours apres I'infection, les cellules cibles 
sont incubees avec les surnageants de cultures infectieux, en presence 
d'anticorps bloquant les adenovirus. La encore, bien que les cellules 
productrices exprimant I'antigene CD2, quelle que soit la multiplicity 
defection adenoviral, ont ete utilisees, la transduction apparait etre 
dependante de la multiplicity d'infection. La fraction des cellules cibles 
positives exprimant le marqueur se situe entre 1,5 et 24,3% de la 
population totale (Figure 7A). Les cellules infectees par le surnageant sont 
maintenues en culture pendant trois semaines de plus et analysees quant 
a I'expression de I'antigene mCD2 a long terme. Des populations cellulaires 
positives sont toujours detectees, confirmant que I'induction de mCD2 
resulte de la transduction retroviral et non de la transduction adenoviral 
(Figure 7B). 

II faut souligner que les niveaux de mobilisation de mCD2 
sont comparables a ceux obtenus apres I'infection des cellules TeFLY- 
GALV avec AdmCD2 seul. II a ete precedemment observe que 
['augmentation, tant des fonctions gag-pol que env ou de I'expression du 
vecteur, n'augmente pas les titres retroviraux, compare a ce qui se passe 
dans les lignees productrices stables. Dans le procede mis en oeuvre ici, la 
surexpression des fonctions d'empaquetage et du vecteur retroviral n'est 
pas suffisante pour surmonter le phenomene de saturation. Si la cause 
d'une telle limite reste non determinee, la flexibility de notre systeme de 
production transitoire nous a permis de selectionner differentes lignees 
cellulaires avec les conditions experimentales decrites ci-dessus. 

Les lignees cellulaires humaines ont ete testees 
preferentiellement, car les particules produites a partir de telles lignees 
presentent une sensibilite reduite au complement du serum. Des lignees 
A549 infectees par I'adenovirus sont des mauvais candidats, car elles 
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presentent une production faible avec environ 3 % des cellules cibles 
transduites (Figure 7B). 

En revanche, les cellules HeLa et surtout les cellules 
d'hepatocarcinomes HuH7 apparaissent etre de bons ou meme 
d'excellents producteurs, dans la mesure ou 37,6 % et 61,9 % de cellules 
positives pour mCD2 ont ete detectees respectivement dans ces deux 
lignees apres incubation avec les surnageants infectieux. 

Tant pour les cellules HeLa que pour les cellules HuH7, les 
populations transduites restent stables apres 21 jours de culture in vitro , 
confirmant que le transfert de genes rhCD2 n'a eu lieu que par le biais de 
la transduction retrovirale. Les hauts titres de production de retrovirus ne 
semblent pas etre relies a une quelconque permissivite cellulaire 
particuliere a Tinfection adenovirale, puisque les essais de production 
utilisant les cellules Vero hautement productives ne permettent pas 
d'obtenir une transduction amelioree du retrovirus. Au contraire, moins de 
8 % de cellules positives ont ete detectees avec les cellules Vero. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede pour I'etablissement d'une lignee cellulaire 
apte a produire des particules retrovirales, a un titre superieur a 10 6 Ul/ml 
et comprenant les etapes de : 

(a) selection d'une lignee cellulaire eucaryote susceptible a 
Tinfection virale, 

(b) transfection par un vecteur retroviral porteur d'un 
transgene sous le controle de sequences regulatrices retrovirales et 
porteur de la sequence d'encapsidation, et depourvue des genes de 
structure du retrovirus, ou infection par une particule retroviral dont le 
genome est porteur des sequences equivalentes, 

(c) infection de ladite lignee par au moins un virus 
recombinant depourvu de sequence d'encapsidation et porteur de 
sequences retrovirales gag-pol et env, gag-pol et env etant de preference 
issues de retrovirus differents, ou transfection par au moins un vecteur 
adenoviral porteur des memes sequences 

(d) criblage des lignees productrices au titre recherche, 

- soit sur la base du titre retroviral obtenu dans le surnageant 

cellulaire, 

- soit sur la base de ['absence de virus helper dans le 

surnageant. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
que la lignee cellulaire est d'origine hepatique ou embryonnaire. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
que le transgene est un gene rapporteur. 
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4. Procede selon Tune des revendications precedentes 
dans lesquelles gag-pol est issu d'un lentivirus et env est issu de la 
proteine G de VSV-G sous le controie du promoteur CMV, ou d'un 
promoteur inductible. II peut etre issu enfin de I'enveloppe des retrovirus 
amphotrope "10 A1". 

5. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce que dans I'etape (c) gag-pol et env sont portes par deux 
vecteurs differents ou deux constructions virales differentes. 

6. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
que le ou les vecteurs viraux ou les virus sont d'origine adenovirale ou 
baculovirale. 

7. Procede de production de retrovirus recombinants 
porteurs de genes d'interet a un titre egal ou superieur a 10 6 UI/ml, 
comprenant : 

(a) selection d'une lignee cellulaire eucaryote susceptible a 
('infection virale, 

(b) transfection par un vecteur porteur d'un gene d'interet 
sous le controie de sequences regulatrices retrovirales et porteur de la 
sequence d'encapsidation, et depourvue des genes de structure du 
retrovirus, ou infection par une particule retroviraie dont le genome est 
porteur des memes sequences que ledit vecteur, 

(c) infection de ladite lignee par au moins un virus 
recombinant depourvu de sequence psi et porteur de sequences 
retrovirales gag-pol et env, gag-pol et env etant de preference issues de 
retrovirus differents, ou transfection par au moins un vecteur adenoviral 
porteur des memes sequences, 
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(d) la culture de ces cellules dans un milieu approprie a la 
recolte des particules retrovirales porteuses du transgene. 

8. Procede selon la revendication 7 dans laquelle gag-pol 
est issu d'un lentivirus et env est issu de la proteine G de VSV-G sous le 
controle du promoteur CMV, ou d'un promoteur inductible. II peut etre issu 
enfin de I'enveloppe des retrovirus amphotrope "10 A1'\ 

9. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce 
que les etapes (b) et (c) sont successives. 

10. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce 
que les etapes (b) et (c) sont simultanees. 

1 1 . Procede selon la revendication 7, caracterise en ce 
que le vecteur en (b) est un vecteur adenoviral ou baculoviral. 

12. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce 
que le vecteur en (b) est un vecteur retroviral. 

13. Procede selon Tune des revendications 7 a 12, 
caracterise en ce que le vecteur non retroviral en (c) est un vecteur 
adenoviral. 

14. Procede selon Tune des revendications 7 a 12, 
caracterise en ce que le vecteur non retroviral en (c) est un baculovirus. 

15. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce 
que les sequences retrovirales gag-pol et env sont portees par deux 
vecteurs distincts. 
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16. Procede selon Tune des revendications 7 a 15, 
caracterise en ce que gag-pol est issu du MoMLV et est sous le controle du 
promoteur du CMV. 

5 

17. Procede selon Tune des revendications 7 a 16, 
caracterise en ce que env est issu du GaLV et est sous le controle du 
promoteur EF1. 

10 18. Procede selon Tune des revendications 7 a 16, 

caracterise en ce que le transgene est sous le controle d'un LTR retroviral. 

19. Procede selon Tune des revendications 7 a 16, 
caracterise en ce que le transgene est sous le controle d'un promoteur 

is interne. 

20. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce 
que les cellules eucaryotes sont des cellules hepatiques. 

20 21. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce 

que les cellules eucaryotes sont des cellules embryonnaires. 

22. Procede selon la revendication 20, caracterise en ce 
que les cellules sont des cellules HuH7. 

25 

23. Lignee cellulaire hepatique HuH7 dans laquelle ont ete 
transferees par transfection ou infection des fonctions retrovirales 
d'encapsidation, des fonctions retrovirales de regulation, et des sites de 
restriction permettant Tinsertion d'un transgene. 

30 
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24. Trousse pour la production de particules retrovirales 
porteuses d'un transgene comprenant au moins : 

(a) un recipient contenant un virus non retroviral ou un 
plasmide porteur d'un gene gag-pol, 

(b) un ou plusieurs recipients contenant un virus non 
retroviral ou un plasmide viral porteur d'un gene env, 

(c) un ou plusieurs recipients contenant un plasmide 
porteur d'un vecteur retroviral, ou un retrovirus defectif ou contenant un 
virus non retroviral contenant au moins la sequence d'encapsidation, les 
sequences regulatrices, et des sites multiples de restriction permettant 
I'insertion d'un transgene, 

(d) le cas echeant, un recipient contenant un plasmide 
controle porteur d'un vecteur retroviral, contenant au moins un gene 
rapporteur. 

25. Trousse selon la revendication 24, caracterisee en ce 
que les virus ou plasmides en (a), (b), (c) et (d) sont sous forme congelee. 

26. Trousse selon la revendication 24 ou 25, caracterisee 
en ce que en (a), gag-pol est issu du MoMLV et est sous le controle du 
promoteur du CMV. 

27. Trousse selon Tune des revendications 24 a 26, 
caracterisee en ce que en (b), env est issu du GaLV et est sous le controle 
du promoteur EF1. 

28. Trousse selon I'une des revendications 24 a 27, 
caracterisee en ce que en (c), LTR et la sequence psi issues de retrovirus 
murins. 
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29. Trousse selon Tune des revendications 24 a 28, 
caracterisee en ce que en (c). le plasmide portant le vecteur retroviral 
contient en outre un marqueur de selection. 

5 30. Trousse selon Tune des revendications precedentes, 

caracterisee en ce que le virus en a) ou en b) est un adenovirus. 

31. Trousse selon Tune des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le virus en a) ou en b) est un baculovirus. 

10 

32. Trousse pour I'etablissement d'une lignee productrice 
de particules retrovirales a un titre egal ou superieur a 10 6 UI/ml, 
comprenant au moins : 

(a) un recipient contenant un virus non retroviral ou un 
15 plasmide porteur d'un gene gag-pol, 

(b) un ou plusieurs recipients contenant un virus non 
retroviral ou un plasmide porteur d'un gene env, 

(c) un ou plusieurs recipients contenant un plasmide 
porteur d'un vecteur retroviral, ou un retrovirus defectif ou un virus non 

20 retroviral contenant au moins la sequence d'encapsidation, les sequences 

regulatrices, et un gene reporteur. 

33. Trousse selon la revendication 32, caracterisee en ce que 
le virus est un adenovirus ou un baculovirus. 

25 

34. Trousse selon la revendication 32, caracterisee en ce 
que les virus ou plasmides en (a), (b), (c) sont sous forme congelee. 
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35. Trousse selon Tune des revendications 32 a 34, 
caracterisee en ce que en (a), gag-pol est issu du MoMLV et est sous le 
controle du promoteurdu CMV. 

36. Trousse selon Tune des revendications 32 a 35, 
caracterisee en ce que en (b), env est issu du GaLV et est sous le controle 
du promoteur EF1. 

37. Trousse selon Tune des revendications 32 a 34, 
caracterisee en ce que en (a), gag-pol est issu d'un lentivirus. 

38. Trousse selon Tune des revendications 32 a 35, 
caracterisee en ce que en (b), env est issu de la proteine G du virus de la 
stomatite vesiculeuse sous le controle du promoteur CMV, ou d'un 
promoteur inductible. II peut etre issu enfin de I'enveloppe des retrovirus 
amphotrope "10 A1". 

39. Trousse selon Tune des revendications 32 a 35, 
caracterisee en ce que en (c), le plasmide portant le vecteur retroviral 
contient en outre un marqueurde selection. 
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